














 背景・目的   
 G タンパク質共役型受容体（GPCR）は生体内に広く存在するタンパク質ファミリーで、これ















た。CAM はリガンド非結合（オプシン）の状態における G タンパク質活性化能が上昇する変異
体で、ロドプシンでは多数の CAM が報告されているが、その活性化メカニズムについては不明
な点が多い。そこで本研究では、一分子観測によって CAM オプシンの構造変化を捉え、G タン
パク質活性化能との関連を検証した。 
 
 研究方法   
 本研究では Gタンパク質との相互作用に重要な細胞質側の構造変化を捉えるため、天然ウシロ
ドプシンの細胞質側ヘリックス VIII にある Cys316 を蛍光色素 Alexa594 でラベルした。この
蛍光色素は、ロドプシンの活性化に伴い蛍光強度が増加する。本研究ではこの性質を利用し、全
反射蛍光顕微鏡を用いてロドプシン構造変化の一分子観測を試みた。また、発現系で調製した
CAM の Cys316 を特異的に Alexa594 でラベルするため、Cys140 をセリンに置換した変異体
C140Sを作製した。そこに CAMの一つである M257Y変異を導入し、Alexa594でラベルした。 
 結果   
 本研究ではまず、光反応中間体メタ Iとメタ IIの pH依存的な熱平衡状態における構造変化の
観測を試みた。その結果、ロドプシン分子が経時的にデジタルな蛍光増減を示した。これら蛍光
増減を統計的に解析した結果、高蛍光状態（Fhigh）が活性構造を、また低蛍光状態（Flow）が不


















 考察・結論   
 本研究の一分子観測から、ロドプシンはメタ I中間体、メタ II中間体、リガンド非結合型オプ
シンの各状態において、活性構造と不活性構造の間で変換が生じることが示された。この結果か
ら、ロドプシンは各状態で一つの構造のみを有しているのではなく、活性構造と不活性構造の間
の平衡状態にあり、それら構造平衡がオプシンとリガンドであるレチナールの結合状態によって
シフトするというモデルを提唱した。これは、一般の GPCRの薬理的応答を説明する上で提唱さ
れている「二状態モデル」に繋がる考え方である。 
 さらに、M257Y変異体の一分子観測から、CAMではオプシンにおいて高頻度に構造変化する
ことが分かった。これは、天然ロドプシンで構造変化の頻度と Gタンパク質活性化能が相関する
という結果と一致し、CAMにおいても高頻度な構造変化が高い活性化能に繋がると考えられた。 
 以上のように、本研究の一分子解析から、ロドプシンをモデルとして GPCRの活性化を「構造
平衡のシフト」という観点から理解することができた。 
